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ABSTRAKT:
Diplomová práce zkoumá detekci fluoresceinu pro účely koloračních experimentů v 
podzemních a povrchových vodách. V první části se práce zabývá adsorpcí v systému voda-
fluorescein-aktivní uhlí a desorpcí pomocí různých desorpčních činidel a následným 
stanovením fluoresceinu v desorpčním činidle. Zjištěné poznatky se potom použijí na 
optimalizaci koloračních experimentů používaných v terénu pro průzkum proudění 
podzemních vod. V další části se zkoumá způsob bezobslužného záznamu průběhu 
koncentrace fluoresceinu v jednom bodě toku a jeho další analýzou pomocí laserově 
indukované fluorescence pro účely predikce tvaru protékaných prostor v krasových útvarech.
KLÍČOVÁ SLOVA:
stopovače, krasové vody, fluorescein, aktivní uhlí, laserově indukovaná fluorescence, 
kolorační zkoušky 
ABSTRACT:
The thesis studies detection of fluorescein for coloration experiments in surface and 
underground water. The first part of the work deals with the adsorption of fluorescein on 
active charcoal from water and desorption by means of different desorption solutions. The 
results of  measurements are used for practice of coloration experiments in karst research. In 
the second part of thesis it is researched the option of automated record of fluorescence 
concentration and its detection by means of laser induced fluorescence with confocal 
microscope.
KEYWORDS:
tracers, karst water, fluorescein, activated charcoal, laser induced fluorescence, coloration 
experiments
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2. Teoretická část
V teoretické části jsou popsány teoretické základy všech principů a zařízení, které byly 
při řešení diplomové práce použity. Jako první je potřeba uvést stopovací zkoušky a látky, 
které se při nich používají, principy fluorescence. Pro první část práce je důležitá také 
struktura aktivního uhlí a adsorpce fluoresceinu na jeho povrch. V další části jsou důležité 
vlastnosti toku, disperze a fluorimetrie v kapiláře. Nakonec se bude tato část okrajově zabývat 
elektromigračními metodami a stanovením fluoresceinu v nízkých koncentracích.
2.1 Hydrologické trasování
2.1.1 Stopovací zkoušky [1] 
V hydrologii se musí řešit tři otázky: Kam voda teče, jak dlouho trvá než tam doteče a 
co se stane cestou. Stopovací zkoušky jsou základním nástrojem hydrologie pro zjištění směru 
odtoku, rychlosti a disperzivity. Stopovač je nadávkován jako krátký puls vysoké 
koncentrace, který je tokem odveden a rozmyt a který je později níž po proudu 
zaznamenáván. Během průtoku se stopovač rozmyje jednak kvůli disperzi a také adsorpce 
stopovače může signál značně snížit.Nejefektivnější jsou stopovací zkoušky pro stanovení 
propojení propadů a vývěrů v krasových oblastech, ale používají se i pro stanovení toků v 
štěrcích, brakických píscích a jiných porózních materiálech. Průnikové křivky se dají použít 
jako potvrzení modelů toku nebo ke zjištění efektivní hydraulické konduktivity. 
V nejjednodušší konfiguraci zjistíme pomocí stopovací zkoušky propojení bodu 
injekce a bodu detekce. Toto vyžaduje, aby pro pozitivní výsledek byl v bodě detekce zjištěno 
barvivo. Fluorescentní barviva jsou okem zaznamenatelná již při koncentracích v jednotkách 
ppb. Pro snížení koncentrací pod mez detekce lidského oka je možné použít prekoncentraci 
in-situ pomocí pastí s aktivním uhlím. Poté je nutná desorpce a analýza desorpčního roztoku. 
Kvůli obtížně popsatelné adsorpci i desorpci barviva z uhlí nemá kvantifikace příliš velký 
význam.
Semikvantitaivní analýza je podmíněna sběrem vzorků vody z detekčního místa a je 
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potřebná pro konstrukci koncentračních průrazových křivek.
Pro plně kvantitativní test je potřeba znát nejen průběh koncentrace ale i průtoku vody ve 
zkoumaném toku. Z výsledné křivky hmotnosti je pak možné zjistit celkový stupeň 
návratnosti barviva a může tak vyřešit otázku větvení toku. Složité zařízení a organizace 
takovýchto testů zabraňují jejich obecnému používání.
Rozhodnutí pro kvalitativní, semikvantitativní nebo kvantitativní test záleží na 
možnostech a požadovaném výsledku. Nejrozšířenější jsou pro svou jednoduchost kvalitativní 
testy.
2.1.2 Látky ke stopovacím zkouškám
Použití fluoreskujících barviv je pro stopovací zkoušky zvlášť výhodné. Může za to 
jejich nízká toxicita, jednoduché zacházení a nízká mez stanovitelnosti. Fluorescein může být 
detekován již při koncentracích v řádu desetin ppb. Díky přirozenému pozadí matrice 
obsažené v přírodních vodách se ale pro průkazné stanovení musí použít vyšší konentrace.
2.2 Fluorescein [2,3]
Fluorescein  je  barvivo  ze  skupiny  xanthenů.  Poprvé  byl  připraven  roku 1871 von 
Bayerem. Je všeobecně používaný, netoxický a relativně levný. Není příliš  adsorbován na 
horniny  a  podloží,  ale  podléhá  rozkladu  pod  slunečním  světlem.  Má  velký  výtěžek 
fluorescence,  může  být  fluorometricky  stanoven  i  při  velmi  nízkých  koncentracích.  Má 
absorpční maximum při vlnové délce cca  490 nm, emisní maximum při 522 nm. Fluorescein 
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Obr.  
2.2.1: Syntéza fluoresceinu(převzato z [9])
je syntetizován z taveniny jednoho molu ftalanhydridu a dvou molů resorcinolu v přítomnosti 
bezvodého chloridu zinečnatého. V další fázi se přidá koncentrovaná kyselina sírová, ve které 
je fluorescein nerozpustný. 
Samotný  fluorescein  –  volná  báze  je  ve  vodě  velmi  špatně  rozpustný.  Pro 
hydrologické trasování se používá rozpustnější  dvojsodná sůl, nazývaná taky uranin. Mezi 
podobné deriváty patří eosin nebo erythrosin. Volná báze fluoresceinu se vyskytuje ve dvou 
formách: chinoidní a laktonové.  Krystalický prášek chinoidní formy fluoresceinu je temně 
červený s zelenkavým povrchem. Prášek laktonové formy je žlutý a dokonale sypký, přičemž 
není pozorována krystalická forma. Laktonová forma je přítomna v organických nepolárních 
rozpouštědlech a je v nich bezbarvý. Sodná sůl fluoresceinu má částečně chinoidní strukturu v 
alkalickém  prostředí.  Při  vyšších  koncentracích  je  fluorescein  schopen  dimerizovat  popř. 
polymerizovat.  Dimerizace dianionů je nepatrná za jeho velmi nízkých koncentracích (pod 
0,000 04%),  ale  při  vyšších  koncentracích  (jako  je  hladina  fluoresceinu  v  krvi  během 
angiografie)  dimerizuje  a  polymerizuje.  Tvorba  dimerů  a  polymerů  fluoresceinu  může 
ovlivnit fluorescenci a fosforescenci. 
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Speci
e fluoresceinu(převzato z [2]) 
2.2.1 Vliv pH
Fluorescein se v závislosti na pH vyskytuje v několika formách. Při pH menší než 2 se 
vyskytuje jako kationt, nad pH 2 
je fluorescein neutrální, při pH 4 
– 5 disociuje na aniont a když je 
pH větší než 8 vyskytuje se 
fluorescein jako dianiont. Různé 
formy, vyskytující se při různých 
pH, mají rozdílnou intenzitu 
fluorescence. Intenzita 
fluorescence je daná absorpcí 
světla. Obrázky ilustrují 
absorbanci a emisi fluorescence 
ve vodném roztoku v závislosti na 
pH.
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Vliv pH na emisi a adsorpci světla(převzato z [2]) 
Obr.2.3.2 Paprsek modrého laseru 
v roztoku fluoresceinu
2.3 Luminiscence [3]
Luminiscence je emise světla z jakékoliv látky a je způsobena excitovanými elektrony. 
Formálně se rozděluje na dva druhy: fluorescence a fosforescence, zálezží na tom v jakém 
jsou excitované elektrony stavu. V excitovaném singletovém stavu je elektron „spárován“ (má 
opačný spin) s elektronem na orbitalu klidové úrovně. Z toho plyne, že návrat excitovaného 
elektronu do klidové úrovně je podle spinu možný a probíhá velmi rychle za uvolnění fotonu. 
Typická doba života fluorescence je v řádu nanosekund. Doba života fluoroforu je průměrná 
doba mezi excitací a návratem do klidového stavu. Při době života fluoroforu kolem jedné 
nanosekundy je již třeba brát v potaz rychlost světla, během jedné nanosekundy uletí  30 cm. 
Protože mnoho fluoroforů má dobu života i méně než jednu nanosekundu, je potřeba pro 
získání časových údajů velmi pokročilé optiky a elektroniky. Nicméně časované měření 
fluorescence dodá víc informací o fluoroforu než měření v rovnováze.
2.3.1 Fosforescence
Fosforescence je emise světla při relaxaci z tripletového excitovaného stavu, kdy 
excitovaný elektron má stejný spin jako elektron na orbitalu klidové úrovně. Přímá relaxace je 
z důvodu stejných spinů zakázána a rychlost emise je velmi pomalá, typicky milisekundy až 
sekundy, ale může být i mnohem pomalejší. Fosforescence není příliš pozorovaná v roztocích 
látek za pokojové teploty, protože probíhá příliš mnoho nezářivých relaxačních procesů a 
samozhášení. Je možné říct, že hranice mezi fluorescencí a fosforescencí není někdy přesně 
dána. Komplexní sloučeniny přechodových kovů s organickými ligandy, například, vykazují 
smíšený singlet-triplet stav a mají průměrný čas života do několika mikrosekund. 
2.3.2 Fluorescence
Fluorescence je pozorovaná u molekul s aromatickým jádrem. Jeden z velmi 
rozšířených fluoroforů je chinin, přítomný v tonicích. Fluorescenci je možné pozorovat v 
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sklenici toniku pod přímým slunečním zářením, nebo pod UV zářivkou jako modrou záři. 
Záře je silněji vidět, pokud se pozorovatel dívá pod pravým úhlem k dopadajícímu 
excitačnímu záření a po snížení dielektrické konstanty přídavkem nepolárních rozpouštědel 
(alkoholy). Chinin je excitován ultrafialovým světlem a při relaxaci emituje modré světlo o 
450 nm. První pozorování fluorescence bylo právě v roztoku s chininem na slunci a bylo 
ohlášeno roku 1845 Johnem Herschelem. Do dneška zůstává fluorescence chininu 
nejpoužívanějším příkladem fluorescence. Je taky zajímavostí, že fluorescence chininu byla 
zodpovědná za rozvoj v oblasti spektrofluorimetrie v 50. letech 20. století. Během 2. sv. války 
americké ministerstvo obrany potřebovalo kontrolovat kvalitu antimalarik, včetně chininu. 
Díky tomu byl v americkém národním ústavu pro zdraví vyvinut první v praxi použitelný 
spektrofluorimetr. V praxi je možné potkat velké množství různých fluoroforů. Fluorescence 
polyaromatických uhlovodíků se využívá pro monitoring ropného znečištění.
2.3.2.1 Jablońského diagram
Procesy probíhající během absorpce a emise světla jsou obvykle vyjádřeny 
Jablońského diagramem. Obrázek X zobrazuje typický diagram. Tento diagram je 
zjednodušený v tom, že zobrazuje pouze děje 
vedoucí k luminiscenci a zanedbává ostatní jevy 
jako je samozhášení, inerakce s rozpouštědlem a 
některé nezářivé energetické přenosy. Základní, 
první a druhý excitovaný singletový stav jsou S0, 
S1, S2. Na každé této úrovni můžou existovat 
elektrony v různých vibračních stavech 
označených malými čísly (0, 1, 2). Přechody mezi stavy jsou zobrazeny svislými čarami, aby 
byla naznačena „okamžitost“ procesu, přenosy trvají řádově 10-15 s, příliš krátkou dobu, aby 
mohly pohnout s jádrem atomu. Toto je Franck-Condonův princip. Rozložení ve vibračních 
energií je ilustrováno emisním spektrem. Nejlépe absorbují energii Při laboratorní teplotě je 
příliš málo tepelné energie pro excitaci elektronů na úroveň S1. Nejvíce absorbují molekuly s 
nejnižší energií. Čím je rozdíl mezi S0 a S1 větší, tím je potřeba  víc energie k její populaci a 
úroveň S1 je příliš vysoko na excitaci pomocí tepla a to je důvod, proč je používáno světlo a 
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obr.2.3.1 Jablońského diagram (převzato 
z [2]) 
ne teplo na excitaci fluorescence. Po absorpci excitačního záření probíhá několik dějů: 
Fluorofor je excitován do některé vyšší vibrační úrovně pásu S1 nebo S2. Po excitaci pomocí 
vnitřní konverze fluorofor relaxuje do úrovně S1. Procesw trvá maximálně 10-12 s. Protože 
doba života fluorescence je v řádech 10-8 s, vnitřní konverze je tedy dokončená před samotnou 
emisí. Emise vychází z excitovaného, tepelně rovnovážného stavu,tojest z nejnižších 
vibračních úrovní pásu S1. Relaxace probíhá do vyšších vibračních úrovní pásu S0, kde pak 
velmi rychle dosáhne tepelné rovnováhy.
Molekuly můžou též projít přesmykem spinu na první tripletovou úroveň T1. Emise při 
relaxaci z úrovně T1 na základní úroveň se nazývá fosforescence a bývá obecně posunuta k 
delším vlnovým délkám relativně k fluorescenci. Přímý přesun z úrovně T1 do S0 není 
povolený, relaxace probíhá o několik řádů pomaleji než fluorescence.
2.3.2.2 Fluorescence vykazuje určité obecné znaky.
Stokesův posun. 
Z Jablońského diagramu vyplývá, že energie emise je menší než energie excitace. 
Tedy vlnová délka emitovaného záření je delší než absorbovaného záření.
Emisní spektrum není závislé na vlnové délce excitačního záření. 
Při excitaci zářením s vyšší energií je přebytečná energie disipována, když se 
molekula dostane do stavu S1. Existují vyjímky hlavně díky tomu, že některé fluorofory mají 
více iontových stavů, z nichž každý má vlastní absorpční i emisní spektrum. Některé 
molekuly jsou také schopné emitovat světlo při relaxaci z úrovně S2.
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Vztah mezi intenzitou fluorescence a koncentrací fluoroforu v roztoku
Základní rovnice pro definici vztahu mezi intenzitou fluorescence a koncentrací je 
rov. 2.3.2.2.1 F=Φ⋅I 0⋅1−e
−ε⋅b⋅c
kde Φ je kvantový výtěžek, I0 intenzita excitačního záření, ε  molární absorpční koeficient, b 
je délka kyvety, c je molární koncentrace
Z rovnice vyplývá, že intenzita fluorescence, kromě koncentrace, závisí na:
1) Kvantový výtěžek. Čím větší kv. Výt., tím větší intenzita fluorescence
2) Intenzita excitačního záření: Teoreticky, čím větší intenzita dopadajícího světla, tím 
větší intenzita fluorescence. Ale příliš silné excitační záření iniciuje fotolýzu a rozpad 
fluoroforu.
3) Molární absorpční koeficient: Aby mohla molekula světlo emitovat, musí nejdřív jiné 
světlo absorbovat. Tudíž, čím větší absorbance, tím bude fluorescence sloučeniny 
intenzivnější.
2.3.2.3 Experminentální uspořádání [3]
Přístroje pro pozorování a měření velikosti fotoluminiscence v jednopaprskovém 
uspořádání zahrnují zdroj excitačního záření, dva monochromátory (excitační a emisní), 
kyvetu a detektor. Fluorescence roztoku je pozorována v kyvetě pod úhlem 90° vzhledem ke 
směru paprsku vycházejícímu ze zdroje primárního záření. Přístroje, které jako disperzního 
prvku místo monochromátoru používají jen filtrů, se nazývají fluorimetry. Užívá se jich pro 
pozorování či měření fotoluminiscence při dané vlnové délce vhodného filtru.
2.4 Aktivní uhlí [4,7]
Aktivní uhlí se používá již od doby starého Egypta, kde bylo používáno pro lékařské 
účely. V průmyslu se začalo používat v 18. století, kdy byla objevena jeho schopnost 
adsorbovat plyny a odstraňovat zabarvení roztoků. Další rozvoj výroby nastal po zavedení 
ochranných masek proti bojovým otravným látkám.Nyní se aktivní uhlí využívá v širokém 
okruhu aplikací jako úprava a čištění vody, respirátory, pro zvláštní účely může být uhlí 
napuštěné dalšími látkami.
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Aktivní uhlí se vyrábí z biomasy jako piliny, kokosové skořápky, ovocné jádra, nebo 
uměle vyrobených polymerů. Tento materiál je v první fázi pyrolyzován a karbonizován při 
několika stech °C. Během toho jsou odstraněny těkavé frakce a nízkomolekulární produkty 
pyrolýzy. Zbývající uhlíková hmota je aktivována plynem např. vodní párou při 800°C nebo 
CO2 při vyšší teplotě. Aktivací vznikají mikropóry. Výtěžek tohoto procesu je většinou méně 
než 50%, někdy i méně než 10%. 
Karbonizace a aktivace může být provedena anorganickou látkou jako je chlorid 
zinečnatý nebo kyselina fosforečná, o které je známo, že katalyzuje pyrolytickou kondenzaci 
uhlovodíků. Reakce pak probíhá za nižších teplot a zvýšeného výtěžku uhlí. Během tohoto 
procesu vznikají zárodky mikropórů tak, že karbonizace probíhá kolem krystalků 
anorganických solí, které se později vymyjí kyselinou. Vznikají tak daleko větší mikropóry 
než při aktivaci plynnou fází, které jsou vhodnější pro adsorpci velkých molekul.
2.4.1 Rysy aktivního uhlí
2.4.1.1 Mikropóry
V mikropórech probíhá vlastní adsorpce. Vypadají jako dvourozměrné mezery mezi 
dvěma grafitickými zdmi, dvourozměrnými plochami uhlíkových atomů. Vzdálenost mezi 
dvěma rovinami v grafitu je necelé 4 nm, ale v případě aktivního uhlí, které má méně 
uspořádanou tzv. turbostratickou  strukturu, musí být tato vzdálenost větší, aby bylo dost 
místa pro molekulu adsorbátu.
2.4.1.2 Povrchové kyslíkové skupiny
Většina druhů aktivního uhlí obsahuje na povrchu komplexy kyslíku vzniklé z 
původního materiálu nebo chemisorpce kyslíku ze vzduchu během aktivace nebo během 
skladování. Tyto skupiny dodávají uhlí polární povahu, tedy hydrofilitu, kyselost a záporný ζ-
potenciál.
Kyslík je na povrchu vázán čtyřmi hlavními způsoby. I) silné karboxylové skupiny, 
II)slabé karboxylové skupiny (vázané do laktonového kruhu s vedlejším karbonylem), 
III)fenoly, IV)karbonyly schopné tvorby laktonových kruhů s karboxyly typu II. Rozdíl mezi 
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těmito skupinami lze zjistit titrací alkalickými roztoky různé síly. Například 
hydrogenuhličitan sodný (pKa = 6,37) neutralizuje povrchový kyslík skupiny I. Uhličitan 
sodný (pKa = 10,25) může být použit pro titraci skupin I a II, hydroxid sodný (pKa =15,74) 
pro skupiny I, II a III a ethanolát sodný (pKa = 20,58) pro skupiny I, II, III a IV. Je proto 
možné kvantifikovat druhy skupin pomocí vícebázové titrace.
Existují ještě další formy kyslíku, včetně zásaditých skupin jako cyklické ethery. 
Zásaditý charakter aktivního uhlí je výraznější, když je aktivační teplota vyšší.
Kyslík může být z aktivního uhlí odstraněn teplem v inertní atmosféře nebo vakuu. 
Vývoj oxidu uhličitého je pozorován při teplotách pod 600°C a acidita povrchu souvisí s jeho 
množství. Nad 600°C se vyvíjí oxid uhelnatý, jehož množství závisí na množství zásaditých 
funkčních skupin. 
2.4.1.3 Popel
Aktivní uhlí obsahuje určité množství popelovin v závislosti na původní surovině. 
Množství se pohybuje mezi 1% a12%. Obsahují hlavně silikáty, alumínu, železo, alkalické 
prvky a prvky alkalických zemin. Funkce popelovin není přesně kvantifikována, ale zvyšují 
hydrofilitu, alkalické prvky a prvky alkalických zemin a jiné kovy mají katalytickou funkci 
při aktivaci nebo regeneraci a ovlivňují distribuci velikostí pórů. Popeloviny rozpustné v 
kyselině můžou být odstraněny roztokem slabé kyseliny.
Problémy při užití aktivního uhlí v analytické praxi jsou ve velké variabilitě 
chemických a fyzikálních vlastností aktivních uhlí z různých zdrojů, snadná kontaminace, a 
fakt, že některé látky se vážou na aktivní uhlí tak silně, že jejich desorpce dává pouze velmi 
malé výtěžky. Povrch aktivního uhlí má velkou sorpční kapacitu, ale je heterogenní. Mezi 
hlavní mechanismy vazby patří hydrofobní interakce, vodíkové můstky, iontovýměna, a jiné 
specifické interakce. Nízký výtěžek desorpcí je daný vícenásobnými vazebnými interakcemi. 
Některé adsorbáty se vážou ireverzibilně, nebo můžou reagovat díky katalytickým 
schopnostem aktivního uhlí.
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2.5 Adsorpce na fázovém rozhraní pevná 
látka – kapalina [3]
Při styku tuhých látek s kapalinami je k povrchu tuhé látky vázána vrstva molekul 
kapaliny – dochází k adsorpci, a to i v případě, že se jedná o čistou kapalinu. Adsorbovaná 
vrstva – lyosféra – se při vzájemném pohybu tuhé látky a kapaliny nepohybuje s kapalinou, 
ale lpí na pevném povrchu. Molekuly kapaliny v této vrstvě jsou vlivem silového pole tuhé 
látky stlačené, případně i různě orientované, ale změna hustoty je vzhledem k malé 
stlačitelnosti kapalin nepatrná. Adsorpce čistých kapalin na tuhých látkách je proto 
neměřitelná; na její rozsah je možné pouze soudit, např. z hodnot smáčecích tepel nebo úhlů 
smáčení. 
Při styku pevného adsorbentu s kapalnými roztoky se neadsorbují všechny složky ve 
stejné míře a v důsledku toho dochází ke změně ve složení roztoku, kterou je možno stanovit 
různými analytickými metodami. Stejně jako u adsorpce z plynné fáze mohou mezi 
adsorbentem a složkami roztoku působit síly fyzikální (fyzikální adsorpce), nebo mohou 
vznikat chemické vazby – dochází k chemisorpci. 
2.5.1 Povaha adsorpce z hlediska adsorpčních sil 
Adsorpce je závislá jak na povaze adsorbující se látky (adsorbátu), tak na povaze 
adsorbentu. Podle charakteru sil, které váží adsorbát, dělíme adsorpci na fyzikální adsorpci a 
chemisorpci.
 
2.5.1.1 Fyzikální adsorpce 
Adsorpce, při níž jsou vázány molekuly kapaliny k povrchu pevné látky fyzikálními 
(van der Walsovými) silami, které působí mezi všemi druhy částic. Fyzikální adsorpce není 
proto specifická a probíhá na celém povrchu pevné látky. Adsorpční tepla jsou relativně 
nízká, řádově rovná teplům kondenzačním (desítky kJ). Na první naadsorbované vrstvě 
molekul může vznikat další vrstva (vícevrstvá adsorpce); je-li adsorbent porézní, může 
adsorbát pod svou kritickou teplotou úplně zaplnit póry adsorbentu. Vlastní fyzikální 
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adsorpce je velice rychlá, prakticky okamžitá.
 
2.5.1.2 Chemisorpce 
Adsorpce, při níž mezi molekulami adsorbátu a molekulami povrchu adsorbentu 
vzniká chemická vazba. Protože vazba může vznikat jen mezi určitými molekulami, je 
chemisorpce velmi specifická. Vzhledem k tomu, že k vytvoření chemické vazby je třeba 
aktivační energie, probíhá chemisorpce často pouze na místech povrchu, která mají vyšší 
energii, na tzv. aktivních centrech. Je evidentní, že chemisorpcí se může absorbovat na 
povrchu pouze jedna vrstva molekul - chemisorpce je monovrstvá. Vzniká-li při adsorpci více 
vrstev, jsou druhá a další vrstvy vázány už jen fyzikálními silami. Adsorpční tepla při 
chemisorpci jsou řádově rovná teplům reakčním (desítky až stovky kJ). Chemisorpce je ve 
srovnání s fyzikální adsorpcí pomalá, zvláště při nízkých teplotách. 
2.5.1.3 Molekulární adsorpce 
Podle druhu adsorbujících se částic se obvykle rozlišuje molekulární adsorpce, kdy se 
adsorbují celé molekuly nebo oba druhy iontů elektrolytu ve stejné míře, a iontová adsorpce, 
při níž se přednostně adsorbuje jeden druh iontů. Experimentální stanovení je poměrně 
jednoduché: známé množství roztoku o známém složení je ponecháno po dostatečně dlouhou 
dobu ve styku se známým množstvím tuhého adsorbentu a po ustavení rovnováhy je roztok 
oddělen a zjištěno jeho nové složení. 
Při molekulární adsorpci z roztoku se většinou uplatňují fyzikální síly, jedná se tedy o 
fyzikální adsorpci. Někdy dochází i k chemisorpci, při níž vznikají mezi adsorbentem a 
složkami roztoku chemické vazby. Při měření adsorpce z roztoků se stanovuje koncentrace 
látky v roztoku před jeho uvedením do styku s adsorbentem a pak po ustanovení adsorpční 
rovnováhy. 
2.5.1.4 Iontová adsorpce 
Při tomto typu adsorpce se ionty vzniklé disociací elektrolytu v roztoku zachycují na 
adsorbentu různou měrou. Dochází buď k adsorpci jednoho iontu, takže povrch adsorbentu 
získává elektrický náboj (prostá iontová adsorpce) nebo současně s adsorpcí iontu probíhá 
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další děj, který způsobí, že náboj adsorbentu zůstává nezměněn; tímto způsobem probíhá 
výměnná adsorpce a hydrolytická adsorpce. 
2.5.2 Adsorbent 
Při styku pevné látky s kapalinou dochází vždy k zachycování molekul kapaliny na 
jejím povrchu – k adsorpci. Aby byla adsorpce měřitelná, musí mít pevná látka dostatečně 
velký specifický povrch. Termínem adsorbent se obvykle označuje pevná látka s velkou 
adsorpční kapacitou. 
Adsorbenty je možné rozdělit na přirozené, mezi něž patří například zeolity nebo saze, 
a umělé, z nichž nejpoužívanější jsou silikagel, oxid hlinitý a aktivní uhlí. 
2.5.3 Adsorpční izotermy 
Popisují závislost adsorbovaného množství na koncentraci při stálé teplotě. 
Porovnáme-li experimentálně naměřené izotermy při různých teplotách, je zřejmé, že 
nejúčinnější je adsorpce při nižších teplotách. To ukazuje na skutečnost, že adsorpce je 
exotermický děj. Je tomu tak proto, že se na teplo mění kinetická energie částic 
zachycovaných na povrchu adsorbentu a energie uvolňovaná při vysycování zbývajících 
vazebných sil v povrchu tuhé fáze. Podle množství uvolněného tepla odhadneme typ 
adsorpce. Hodnoty poklesu entalpie méně negativní než -25 kJ.mol-1 svědčí pro fyzikální 
adsorpci a negativnější než -40 kJ.mol-1 pro chemickou adsorpci. 
2.5.3.1 Langmuirova adsorpční izoterma
Analytické vyjádření závislosti adsorbovaného množství adsorbátu na povrchu tuhého 
adsorbentu na její rovnovážné koncentraci za konstantní teploty , původně odvozené na 
základě kinetických představ za těchto předpokladů: 
• vytváří se jen jedna vrstva molekul (vzhledem k tomu, že Langmuirova izoterma popisuje 
monovrstvou adsorpci, je zvlášť vhodná pro chemisorpci), 
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• pravděpodobnost adsorpce je stejná na všech místech povrchu, 
• adsorbované molekuly se navzájem neovlivňují. 
mq  ;=
b⋅Q⋅ce
1ce⋅b 
Langmuirova rovnice, mq je naadsorbované množství adsorbátu na adsorbentu (mg.g-1), Ce 
je rovnovážná koncentrace adsorbátu (mg.l-1), Q a b jsou konstanty. 
2.5.3.2 Freundlichova adsorpční izoterma 
Nejstarší tvar 
analytického vyjádření 
závislosti adsorbovaného 
množství adsorbátu na tuhém 
adsorbentu na jeho 
rovnovážné koncentraci za 
konstantní teploty 
mq =k⋅ce

1
n 
Freundlichova rovnice, mq a 
ce jako u Langmuirovy 
rovnice, k a n jsou konstanty.
2.6 Laserová konfokální mikroskopie [6]
Laserová skenovací konfokální mikroskopie je jedním z nejvýznamnějších pokroků na 
poli optické mikroskopie, hlavně díky možnosti zobrazování ostře ohraničených oblastí 
uprostřed vzorku a z toho plynoucí možnosti vytváření prostorového zobrazení vzorku. 
Konfokální mikroskopie se v poslední době kvůli svým výhodám a lepší dostupnosti zařízení 
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Obrázek 2.5.1 Freundlichovy izotermy: na ose y je pokrytí(mq) 
na ose x je koncentrace. Strmější růst křivky je dán vyššími 
hodnotami konstant.(převzato z [10])
stále více rozšiřuje. Vývoj moderních konfokálních mikroskopů je podporován novými 
pokroky ve výpočetní a záznamové technice, laseru, detektorů, interferenčních filtrů a chemie 
fluoroforů pro vysoce specifické substráty. 
Konfokální mikroskopie přináší oproti klasické wide-field mikroskopii několik výhod. 
Hlavní výhodou je možnost kontroly hloubky pohledu a eliminace (nebo omezení) světla z 
oblastí mimo zaostřenou rovinu pohledu, které by jinak negativně ovlivňovalo výsledný 
obraz. Z toho vyplývá možnost použití serie optických sekcí nad sebou z příliš silných vzorků. 
Hlavní důvod pro konfokální mikroskopii je tedy to, že dokáže odstranit nezaostřené světlo a 
potlačit odlesky z obrazu vzorku, který je silnější než bezprostředně zaostřená oblast. Tyto 
vlastnosti způsobují rozšíření použití konfokální mikroskopie v molekulární a buněčné 
biologii, kde umožnila kvalitní pozorování preparovaných i živých buněk a tkání.
2.6.1 Historický pohled
Základní uspořádání konfokálního mikroskopu vytvoril v padesátých letech Minsky v 
době svého postdoktorského studia na Harvard University. Minsky potřeboval sledovat 
nervové sítě v neporušených vzorcích a chtěl pozorovat procesy v živých tkáních. Minského 
vynález zůstal nepovšimnut, pravděpodobně díky tehdejším nedostačujícím zdrojům světla a 
slabé výpočetní technice. Následovníci Minskeho práce, Egger a Petran, vytvořili během 
šedesátých let vícepaprskový konfokální mikroskop pro pozorvání neporušených částí 
mozkové tkáně a nervových center (ganglionů). Egger pokračoval ve vývoji a vytvořil 
mechanicky skenující konfokální mikroskop a publikoval první rozpoznatelné obrázky buněk 
v roce 1973. Během sedmdesátých a osmdesátých let způsobily pokroky v výpočetní technice, 
laseru a nových algoritmů pro manipulaci obrazu zvýšený zájem o konfokální mikroskopii. 
Krátce po vypršení Minskeho patentu byly několika výzkumníky vyvinuty prakticky 
použitelné laserové skenovací konfokální mikroskopy. Nizozemec Brakenhoff vytvořil v roce 
1979 skenovací konfokální mikroskop a prakticky zároveň Sheppard formuloval teorii vzniku 
obrazu. Wilson, Amos a White doladili techniku konfokální mikroskopie do takové míry, že 
byli schopni pořídit obrázky fluoreskujících biologických vzorků. První, komerčně dostupný, 
přístroj byl uveden roku 1987. V devadesátých letech byly vyvinuty stabilnější lasery, 
efektivněji pracující optické prvky a pokroky v syntéze specifických fluoroforů, které lépe 
vyhovovaly excitačnímu záření laserů. Tyto pokroky a výkonnejší výpočetní technika spolu s 
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lepšími zobrazovacími a úložnými zařízeními objevujícími se koncem devadesátých letech 
způsobily takřka explosi v počtu aplikací konfokální mikroskopie. 
2.6.2 Princip konfokální mikroskopie
Princip konfokální epifluorescentní mikroskopie je zobrazen na diagramu. Koherentní 
světlo emitované prochází štěrbinou, která je konfokální se vzorkem a se štěrbinou před 
detektorem. Když se laserový paprsek odrazí od dichroického zrcadla a zasáhne vzorek, tak 
excituje sekundární záření, která projde přes dichroického zrcadla a je zaostřená na průchozí 
štěrbinu před detektorem. Hlavní část emitovaného světla vzniká ve vzorku v částech, které 
nejsou zaostřené a které neprojdou štěrbinou před detektorem (na diagramu Out-of-Focus 
Light Rays). Většina rozostřeného světla štěrbinou neprojde, proto nesnižuje kvalitu 
výsledného obrazu. Excitační a fluorescenční filtry a dichroické zrcadlo mají podobnou 
funkci jako v klasické epifluorescentní mikroskopii. 
Při porovnání klasické a konfokální 
mikroskopie je užitečné porovnat charakter a 
geometrii osvětlení vzorku. Objektiv klasického 
epifluorescenčního mikroskopu osvětlí homogenně 
velký objem vzorku a vysbírá velkou většinu 
emitovaného světla, které pak zobrazí v okuláru nebo 
na jiném zobrazovacím zařízení. To ve svém 
důsledku zhoršuje kontrast výsledného obrázku. 
Naproti tomu v konfokánlním mikroskopu je 
excitační laserový paprsek zaostřen do velmi malého 
místa o velikosti nejvíce několika mikrometrů. Na 
rozdíl od klasické mikroskopie, kde je osvětlený celý 
vzorek, konfokální mikroskop zobrazí najednou jen 
velmi malý úsek vzorku, proto je nutné pro celý obraz vzorek skenovat pomocí jednotlivých 
měření v rastru.
Pro nás má konfokální mikroskop, jako optický člen detektoru pro fluorometrii, 
kapilární elektroforézu a elektrochromatografii, význam v tom, že pokud je v ohnisku 
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Obr.2.6.1 Zjednodušené zobrazení  
funkce konfokálního mikroskopu 
(převzato z [6])
mikroskopu kapilára, potom sbíráme pouze excitované světlo z kapiláry, potlačíme tím pozadí 
a zvýšíme tak mez detekce celé sestavy.
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2.7 Lasery [5]
2.7.1 Historický úvod
15. květen roku 1960 v laboratoři firmy Hughes fyzik Theodore Maiman uskutečnil první 
generaci optického koherentního záření – realizoval tzv. laser. Poznamenejme však, že 
Maimanův objev byl již dlouho připravován a doslova na spadnutí. První krůček byl vlastně 
proveden již v roce 1917 Einsteinem, který definoval pojem vynucené, neboli stimulované (či 
indukované) emise jako doprovodný jev tak zvané spontánní emisi. Později ve dvacátých 
létech Dirac vytvořil teorii kvantových přechodů doprovázených emitováním či pohlcením 
fotonu záření a myšlenka byla blízko k realizaci. V roce 1939 ruský fyzik Fabrikant definoval 
pojem záporné teploty, leč pouze v interní výzkumné zprávě. 
Rostoucí využívání a zdokonalování radaru během 2.sv. války stimulovalo práce v oblasti 
mikrovlnné techniky a přineslo potřebu nízkošumového zesilování mikrovlnného záření. V 
polovině padesátých let byl použit starý nápad kolem tzv. záporných teplot a na bázi 
pevnolátkových kvantových zesilovačů, zvaných masery (Microwave Amplification by 
Stimulated Emission of Radiation) začaly pracovat první kvantové zesilovače. Koncem 
padesátých let se objevily práce, uvažující o přechodu od mikrovlnného k optickému záření 
práce o tzv. otevřených rezonátorech a tak konečně došlo k onomu prvému spuštění laseru 
Theodorem Maimanem. Název laser je opět akronym, tentokrát z optického oboru záření, 
proto také prvý laser byl nejprve nazýván optickým maserem, neboli Optical maser. Laser 
znamená - Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation. Již v roce 1964 byla za 
kvantovou elektroniku, obor zahrnující jak masery tak lasery, udělena Nobelova cena za 
fyziku C. H. Townesovi, N. G. Basovovi a A. M. Prochorovovi. O tom, že objev byl na 
spadnutí, svědčila práce A. Javana z roku 1959 o možnosti vytvoření negativní teploty v 
plynovém výboji. Realizace plynového laseru v Bell Telephone Laboratories se pod 
Javanovým vedením uskutečnila o pár měsíců po Maimanově rubínovém laseru. Tyto 
skutečnosti nastartovaly laserový boom, kdy během několika málo let byla učiněna převážná 
většina objevů v oblasti laserů. Objev laseru byl téměř vzápětí následován jeho aplikacemi. 
Protože laser je vlastně mimořádný zdroj záření, nabídlo se záhy použití pro spektroskopii. 
První spektroskopické využití je známo z roku 1966.
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2.7.2 Lasery a vlastnosti laserového záření
2.7.2.1 Aktivní prostředí
Princip laseru je založen na zesilování světelného, nebo lépe optického, záření. Zesílením je 
obecně míněno zvětšení amplitudy nějakého procesu. U harmonického děje se jedná o 
zvětšení amplitudy výchylky vůči rovnovážné hodnotě. Problém nastává při rostoucí 
frekvenci elektromagnetického záření, kdy dochází k postupnému zvýrazňování jeho 
korpuskulárního charakteru a je proto výhodnější přejít k chápání elektromagnetického záření 
jako souboru částic - fotonů. Pojem vzniku fotonu dobře vynikne při popisu procesu 
vyzařování, při přechodu mezi energetickými hladinami v kvantových systémech. Jak známo, 
může se atom nebo molekula nacházet jen v určitých diskrétních energetických hladinách. Při 
přechodu z vyšší energetické hladiny na nižší bývá rozdíl v energiích obou hladin 
transformován do jiné energetické formy. Může to být vnitřní energie systému, nebo za 
jistých doplňujících podmínek (viz výběrová pravidla při kvantových přechodech) může být 
přeměněna na energii záření, tj. energii fotonu, vyjádřenou notoricky známým výrazem 
2.7.1 Ef = h . ν = ΔE
kde ΔE je energetický rozdíl mezi vyšší(1) a nižší(2) hladinou, neboli energie fotonu Ef, h je 
Planckova konstanta a ν je 
frekvence fotonu záření, 
související s vlnovou povahou 
světla. Intenzitu záření je 
možno dále zesilovat, ale ne 
plynule, pouze skokem o 
množství energie odpovídající 
stejnému fotonu. Fyzikální 
popis mechanismu vyzáření 
fotonu popsal kolem roku 1917 
Einstein. Proces interakce 
fotonu s hmotou, 
reprezentovanou kvantovými 
hladinami energie, popsal třemi 
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obrázek 2.7.1 znázorňující absorpci(a), emisi(b) a stimulovanou emisi(c) 
(převzato z [5])
procesy: spontánní emise, stimulovaná emise a absorpce.
Zmíněné procesy jsou zjednodušeně znázorněny na obr. 2.7.1. Při splnění tzv. výběrových 
pravidel existuje pravděpodobnost absorpce fotonu a vybuzení systému na vyšší energetickou 
hladinu 2. Pravděpodobnost pohlcení označíme B12. Pravděpodobnost vybuzení je přímo 
úměrná počtu interakcí, neboli počtu fotonů o dané energii, a dá se vyjádřit jako
2.7.2 N1 . B12 . σ(ν)
kde σ(ν) je tzv. spektrální hustota  fotonů, neboli spektrální intenzita záření o frekvenci ν a N1 
je hustota částic na energetické hladině 1. Každý fyzikální systém má snahu nacházet se 
v nejnižším možném energetickém stavu. Jednou z možností rela2.7.ace je spontánní návrat 
do základního stavu spolu s vyzářením fotonu se stejnou energií jako měl foton excitační. 
Jedná se o náhodný proces, kdy systém vyzáří foton do libovolného směru v náhodném 
okamžiku (jak naznačeno na obrázku 2.7.1b). Energie emitovaného fotonu v tomto případě 
odpovídá přesně rozdílu energetických hladin 1 a 2 a bývá popisován jako
2.7.3 N2 . A21
kde N2 značí hustotu částic o energii 2 a A21 je koeficient spontánní emise.
Existuje ale i jiná cesta relaxace excitovaného systému: Jestliže s ecitovanou částicí interaguje 
jiný foton o energii rovné rozdílu energetických hladin (lze mluvit o rezonančním fotonu), je 
pak velká pravděpodobnost, že bude vyvolán nucený (stimulovaný) přechod na hladinu 1. 
Tato pravděpodobnost se dá vyjádřit analogicky případu absorpce
2.7.4 N2 . B21 . σ(ν)
kde B21 je koeficient stimulované emise a N2 hustota částic na hladině 2. Viz obrázek 2.7.1c. 
Systém opouštějí dva fotony, jedná se tedy o zesílení. Mimořádně důležitý fakt pro funkci 
laseru je, že oba fotony jsou od sebe nerozlišitelné, mají stejný směr, energii, fázi a 
polarizaci. Absorpce, emise a stimulovaná emise tvoří uzavřený systém radiačních procesů 
při interakci záření s hmotou. Z výpočtů kvantové elektrodynamiky plyne, že koeficienty B21 
a B12 se v případě energetických hladin bez degenerace rovnají (v případě degenerace 
energetických hladin je nutno zavést tzv. degenerační faktory, kdy platí, že 
g1 . B12 = g2 . B21 = B.  Vyjdeme-li z představy, že záření o hustotě σ(ν) prochází prostředím s 
vhodným rozdílem energetických hladin a zanedbáme vliv spontánní emise, pak je možno 
změnu hustoty záření popsat jako
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2.7.5  dσ(ν) = (N2-N1).σ(ν).B.(h.ν/c)dx
úpravou a integrací 2.7.5 získáme
2.7.6  σ(ν) = σ0(ν) . exp((N2-N1).B. (h.ν/c) . x)
kde σ0(ν) je původní hodnota hustoty záření 
před interakcí. Jedná se o modifikaci 
Lambert-Beerova zákona o absorpci, který 
koeficient absorpce vyjadřuje jako
2.7.7 α = -(N2-N1).B. (h.ν/c)
Z rovnice 2.7.7 je zřejmé, že o tom, jak se 
bude měnit hustota záření rozhoduje 
znaménko exponentu. Při termodynamické 
rovnováze je dolní energetická hladina na 
základě Boltzmannova rozdělení vždy 
populována (obsazena) mnohem výrazněji 
než výše ležící energetické hladiny. Potom je 
N1 > N2 a tudíž α > 0 => prostředí záření 
absorbuje. Pokud se však podaří docílit toho, 
že vyšší energetická hladina je více 
obsazena, neboli N1 < N2, potom bude α < 0 
=> prostředí záření zesiluje. Zesilování 
záření pomocí kvantové soustavy 
energetických hladin patřících určitým částicím je možné tehdy, jestliže obsazení vyšší 
energetické hladiny je větší než obsazení nižší energetické hladiny. To ovšem znamená, že 
tento jev nemůže nastat v případě termodynamické rovnováhy. Prostředí, které je schopno 
zesilovat optické záření, pak nazýváme aktivním prostředím nebo také prostředím s inverzní 
populací. Někdy je možno se u aktivního prostředí setkáme s pojmem záporná teplota. Jak je 
známo, zvyšuje se s rostoucí teplotou obsazení vyšších energetických hladin. Teoreticky při 
teplotě T → ∞ je vyrovnáno obsazení horní a dolní energetické hladiny. Pokud by horní 
energetická hladina byla obsazena více než dolní, systém jakoby přešel do oblasti záporných 
teplot. Jedná se však pouze o relativní vztah mezi dvěma hladinami.
Průběh běžného rozložení obsazení energetických hladin za termodynamické rovnováhy je 
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obrázek 2.7.2: rozložení populace podél energetických 
hladin v klidu(a) a ve stavu inverzní populace při 
selektivním buzení (b) (převzato z [5])
znázorněn na obrázku 2.7.2a. Abychom vytvořili aktivní prostředí, je třeba zvnějšku 
zasáhnout do systému tak, abychom změnili distribuci obsazení energetických hladin 
způsobem, znázorněným například na obrázku 2.7.2b. K tomu vede několik cest, o nichž se 
alespoň krátce zmíníme. Proces se obvykle označuje jako buzení (excitace)laseru. Základní 
metodou, použitou Maimanem, je optické buzení. Pokud máme k dispozici dostatečně 
intenzivní zdroj záření o vlnové délce λ03 odpovídající přechodu 0->3, bude na základě 
předchozího výkladu výrazně populována hladina 3, zatímco obsazení hladin 1 a 2 zůstane 
prakticky nezměněné. Pak může nastat situace, kdy populace hladiny 3 převýší populaci 
hladin 1 a 2 a mezi těmito hladinami může dojít k zesilování záření o energii fotonů, 
odpovídající energetickému rozdilu hladin E3 - E1 nebo E3 – E2. 
Kromě optického buzení aktivního prostředí se také často využívá elektrický výboj v plynech. 
Kolize elektronů s částicemi plynů nebo par mohou za jistých podmínek způsobit přednostní 
populaci jedněch energetických hladin na úkor druhých. Touto cestou je pak možno vytvořit 
inverzní populaci mezi některými 
energetickými hladinami (například směs plynů He-Ne je možno vybudit na více než stovce 
přechodů mezi hladinami). Výboje se pro buzení užívá především pro plynové lasery a lasery 
pracující s parami kovů. 
Za jistých podmínek je možno využít rozdílné rychlosti relaxace pro různé energetické 
hladiny. Představme si například silně ohřátý molekulární plyn, který expanduje přes 
supersonickou trysku do vakua. V takovém případě je možné mezi některými hladinami 
docílit výrazné inverzní populace. 
Další možnost poskytuje exotermická chemická reakce, která je schopna populovat jisté 
energetické hladiny výrazněji než jiné. 
Jinou cestou k získání inverzní populace je přímé injektování elektrického proudu, k čemuž 
dochází u laserových polovodičových materiálů. Tento typ laseru má před sebou slibnou 
budoucnost, neboť poskytuje výrazně vyšší účinnost využití budící energie při zachování 
miniaturních rozměrů laseru.
2.7.2.2 Princip laseru
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Představme si aktivní prostředí ve tvaru válce, do kterého z jedné 
strany vstupuje záření a z druhé strany vychází záření zesílené právě o počet stimulovaně 
emitovaných fotonů. Jedná se prakticky o analogii elektronického zesilovače, uvedeného na 
obrázku 2.7.4. Co se stane, jestliže část výstupu zesilovače zavedeme zpět na vstup se stejnou 
fází signálu, neboli vytvoříme kladnou zpětnou vazbu? 
Elektronický zesilovač se v tomto případě změní na generátor kmitů o frekvenci odpovídající 
nejmenším ztrátám. Proveďme totéž u kvantového zesilovače – aktivního prostředí: Mějme 
zrcadlo, které efektivně vrací záření emitované z aktivního prostředí zpět. Tím se již jednou 
zesílené záření vrací zpět a dochází k dalšímu zesílení. Na opačné straně pak umístíme druhé 
zrcadlo na společnou optickou osu (paralelně položená zrcadla), které opět vrací záření k 
dalšímu zesílení. Tímto způsobem, mnohonásobným průchodem aktivním prostředím, je 
záření zesilováno a uvnitř optického systému, který se obecně nazývá otevřený neboli 
Fabryův-Perotův rezonátor, se vytvoří stojaté vlnění, jak je patrné z obr. 2.7.5. Pokud jedno ze 
zrcadel neodráží 100% dopadajícího záření, neboli se jedná o tzv. polopropustné zrcadlo, je 
část energie vyvázána mimo rezonátor ve formě perfektně kolimovaného svazku záření se 
zvláštní vlastností, s tzv. vysokou koherencí. Záření totiž vyniká zcela mimořádnou 
monochromatičností a díky tomu, že stimulovaný foton, jak již bylo zmíněno dříve, má navíc 
stejnou fázi a polarizaci jako foton stimulující, má laserové záření zcela mimořádné vlastnosti 
nabízející celou škálu možných aplikací. Jedna z možných aplíkací je samozřejmě také využití 
v analytické chemii.
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obr 2.7.3 zesilovač se zpětnou vazbou obr. 2.7.4 Fabry-Perot rezonátor a stojaté laserové vlnění (převzato 
z [5])
3.Experimentální část a výsledky
Použité chemikálie: NaOH, Lachema; fluorescein, Fluka, p.a.; aktivní uhlí, granulované, 
0 - 2 mm, Roth; EtOH, technický, denaturovaný benzínem
3.1 Prekoncentrace na aktivním uhlí
Pro laboratorní měření bylo použito aktivní uhlí různé zrnitosti a pachový filtr, což je 
směs aktivní uhlí přilepené na síť z polymerních vláken. Měření byla prováděna vsádkovým 
způsobem. Byla proměřena kinetika adsorpce a izoterma pro jednotlivá uhlí. Pro účely 
desorpce byla použita směs ethanolu, vody a hydroxidu sodného. Bylo vyzkoušeno několik 
roztoků s cílem najít optimální složení.
3.1.1 Instrumentace a kalibrace
3.1.1.1 Přístroj
Měření byla prováděna pomocí přenosného fluorimetru vyvinutého a vyrobeného na Ústav 
analytické chemie AV ČR, v. v. i. [3]. Vzorek se měří v jednorázových PS kyvetách. Jako 
zdroj excitačního záření je použita modrá vysoce svítivá dioda (470 nm, 9 cd). Výhoda 
spočívá v monochromatičnosti zdroje. K detekci byl použita fotodioda s optickým filtrem 
(GG495). Filtr má při 520 nm (emisní maximum fluoresceinu) transmitanci 0,86, při 470 nm 
(emisní maximum LED). [10] Překryv křivky emisního spektra diody a křivky transmitance 
filtru je zanedbatelný. Fotodioda BPW21 je citlivá na záření o vlnové délce 350-820 nm. 
Nejvyšší citlivost λsmax=550 nm, což je blízko emisnímu maximu fluoresceinu. Signál z 
fotodiody je zesílen operačním zesilovačem TL072. Fluorescenční signál se odečítá z 
třímístného displeje v milivoltech. Z toho důvodu je nutná kalibrace přístroje na koncentraci 
fluoresceinu v daném prostředí.
3.1.1.2 Kalibrace
Kalibrace byla prováděna ve vodovodní vodě a v desorpčních roztocích obsahujících 40% a 
96% ethanolu ztitrovaných 1M roztokem hydroxidu sodného na pH 12. Při měření byla 
pozorována silná nelinearita přes velké koncentrační rozpětí (0-1000ppb). Pro koncentraci do 
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cca 250ppb je odezva přístroje lineární. Pro zjištění „day-to-day“ reprodukovatelnosti byly 
některé kalibrace provedeny víckrát s časovým odstupem.
Použité roztoky pro kalibraci:
1) Vodovodní voda, dvakrát
2) Deso.R.40 obsahuje 40% benzínem denaturovaného ethanolu v destilované vodě a 
0,1 ml 1 M NaOH, dvakrát
3) Deso.R.96 obsahuje benzínem denaturovaný ethanol a 0,1 ml 1 M NaOH
Vysvětlivky jsou pod kalibračními křivkami. „c[ppb]“ označuje koncentraci roztoku v 
mikrogramech na litr, „průměr“ označuje průměrnou hodnotu měření spočtenou z oddílu 
„data“ a „stdev“ označuje směrodatnou odchylku.
3.1.1.2.1 Kalibrace vodovodní vody
Obr.
3.1.1 Kalibrační křivky s rovnicemi regrese a koeficienty determinace
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c[ppb] průměr stdev data
50 0,16 0,0033 0,16 0,15 0,16 0,16 0,16 0,16 0,16 0,16 0,16
100 0,32 0,0050 0,32 0,31 0,32 0,32 0,31 0,32 0,32 0,31 0,32
150 0,50 0,0044 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,49 0,49
200 0,67 0,0083 0,66 0,66 0,67 0,68 0,68 0,68 0,67 0,67 0,68
250 0,87 0,0071 0,86 0,86 0,87 0,87 0,87 0,88 0,86 0,87 0,86
300 1,17 0,2369 1,07 1,09 1,09 1,80 1,10 1,09 1,08 1,10 1,10
350 1,31 0,0127 1,31 1,29 1,33 1,30 1,30 1,32 1,32 1,31 1,30
400 1,55 0,0169 1,53 1,53 1,55 1,57 1,57 1,54 1,54 1,56 1,57
450 1,82 0,0148 1,81 1,82 1,80 1,82 1,82 1,84 1,84 1,80 1,81
500 2,09 0,0176 2,08 2,09 2,11 2,07 2,09 2,07 2,07 2,11 2,11
550 2,38 0,0269 2,35 2,34 2,39 2,40 2,40 2,40 2,34 2,37 2,40
600 2,69 0,0230 2,65 2,70 2,69 2,65 2,68 2,69 2,72 2,70 2,69
650 3,02 0,0312 2,98 2,98 3,02 3,07 3,05 3,04 3,01 3,00 3,00
700 3,45 0,0505 3,48 3,49 3,42 3,41 3,43 3,50 3,36 3,51 3,42
750 3,72 0,3346 2,83 3,81 3,87 3,80 3,86 3,78 3,80 3,84 3,87
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Obr.
3.1.2 Kalibrační křivky s rovnicemi regrese a koeficienty determinace
c[ppb] průměr stdev data
50 0,18 0,0069 0,18 0,17 0,18 0,19 0,17 0,18 0,18
100 0,34 0,0058 0,34 0,34 0,34 0,35 0,33 0,34 0,34
152 0,49 0,0069 0,49 0,49 0,48 0,5 0,48 0,49 0,49
200 0,80 0,0107 0,81 0,79 0,79 0,81 0,79 0,79 0,81
400 1,45 0,0190 1,47 1,43 1,43 1,45 1,42 1,46 1,46
600 2,60 0,0256 2,64 2,59 2,57 2,61 2,58 2,6 2,63
800 3,75 0,0297 3,79 3,78 3,71 3,76 3,74 3,74 3,72
1000 5,14 0,0053 5,15 5,15 5,14 5,14 5,14 5,14 5,15
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3.1.1.2.2 Kalibrace desorpčního roztoku Deso.R.40
Obr.
3.1.3 Kalibrační křivky s rovnicemi regrese a koeficienty determinace
c[ppb] průměr stdev data
51,11 0,172 0,00447 0,17 0,18 0,17 0,17 0,17
200,00 0,622 0,00447 0,62 0,63 0,62 0,62 0,62
353,33 1,256 0,01140 1,24 1,26 1,27 1,25 1,26
500,00 1,764 0,01517 1,75 1,78 1,78 1,75 1,76
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Obr.
3.1.4 Kalibrační křivky s rovnicemi regrese a koeficienty determinace
c[ppb] průměr stdev data
51,11 0,16 0,0045 0,16 0,16 0,17 0,16 0,16
200,00 0,58 0,0084 0,57 0,57 0,58 0,58 0,59
353,33 1,10 0,0055 1,1 1,09 1,1 1,09 1,1
500,00 1,79 0,0134 1,78 1,8 1,78 1,77 1,8
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3.1.1.2.3 Kalibrace desorpčního roztoku Deso.R.96
Obr.
3.1.5 Kalibrační křivky s rovnicemi regrese a koeficienty determinace
c [ppb] průměr stdev data
51,11 0,14 0,0084 0,13 0,14 0,14 0,15 0,13
200,00 0,44 0,0071 0,44 0,44 0,44 0,45 0,43
353,33 1,04 0,0089 1,02 1,04 1,04 1,04 1,04
500,00 1,60 0,0084 1,61 1,6 1,59 1,6 1,59
Ar.U – Arbitrary Unit = náhodně zvolená jednotka, v našem případě napětí z operačního 
zesilovače vyvedené na displej. V tabulkách jsou uvedena naměřená data, jejich průměr 
použitý pro výpočet regrese (průměr) a jejich směrodatné odchylky(stdev). Koncentrace jsou 
uvedeny v ppb = ug/L. všechny roztoky byly připraveny ředěním zásobního roztoku o obsahu 
fluoresceinu 2,0000 g/L (2000 ppm)
Směrnice lineárních regresí obou kalibrací se od sebe liší o méně než 6%, tudíž 
36
můžeme považovat měření za reprodukovatelná. Směrnice byly přidány pro ilustraci, pro 
výpočty jsou použité polynomické funkce. Polynomická funkce lépe vyhovuje naměřeným 
datům, její platnost je ale omezená rozsahem koncentrací. 
3.1.2 Kinetika adsorpce
Průběh adsorpce byl měřen z několika důvodů:  aby bylo možné určit čas do dosažení 
rovnováhy a stupeň nasycení aktivního uhlí v μg fluoresceinu na 1 mg aktivního uhlí a pro 
porovnání jednotlivých zrnitostí stejného aktivního uhlí. Adsorpce byla prováděna 
vsádkovým způsobem tak, že se 50 ml roztoku fluoresceinu o známé koncentraci vlilo do 
kádinky s naváženým uhlím. Aktivní uhlí bylo nadrcené a rozsítované do frakcí 0,1 - 0,25 mm 
a 0,25 - 0,4 mm. Měřilo se po čtyřech míchaných kádinkách v chladničce v temnu a při cca 
8°C, tak, aby se podmínky přiblížily podmínkám v podzemí. Vždy ve dvou kádinkách bylo 
stejné uhlí, aby se předešlo hrubým systémovým chybám při měření.
Byla proměřena 
jedna série s 
různými zrnitostmi 
pro ilustraci 
rychlosti adsorpce v 
závislosti na zrnitosti 
uhlí a řada 
koncentrací pro dvě 
různé zrnitosti 
aktivního uhlí 0,1-0,25 mm a 0,25-0,4 mm. Měření probíhalo tak, že byly v určitých 
intervalech odebírány vzorky, změřeny ve fluorimetru a poté vráceny zpět do roztoku.
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Obr.3.1.6 Zařízení na měření adsorpce obsahuje 4 motorky s PP 
hřídelkou s míchadly z tenkého Al plechu.
Ob
r.3.1.7 Průběh adsorpce fluoresceinu z roztoku na aktivní uhlí
Graf zachycuje kinetiku adsorpce pro dvě různé zrnitosti aktivního uhlí a zároveň pro 
různé počáteční koncentrace adsorpčního roztoku. Tečkovanou čarou je označen průběh 
adsorpce na aktivní uhlí zrnitosti 0,1-0,25 mm; přerušovanou čarou zrnitosti 0,25-0,4 mm. 
Tmavší barva určuje koncentrovanější roztok fluoresceinu v pořadí 100, 200, 300, 700, 1100 
ppb; mq[ug/mg] značí stupeň pokrytí v mikrogramech fluoresceinu na miligram aktivního 
uhlí.
Z grafu vyplývá, že na jemnější aktivní uhlí se za stejnou dobu naadsorbuje více 
fluoresceinu, a že v zředěných roztocích nastává rovnováha adsorpce po asi třiceti minutách.
3.1.3 Izotermy
Z dat získaných při měření kinetiky adsorpce bylo možné sestavit adsorpční izotermy 
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pro aktivní uhlí zrnění 0,1-0,25mm a 0,25-0,4mm. Proložení dat Langmuirovou a 
Freundlichovou adsorpční izotermou bylo provedeno nelineární regresí pomocí Řešitele 
programu MS Excel. 
Jako kriterium neshodnosti byla použita  funkce SUMXMY2 tj. suma čtverců rozdílů 
odpovídajících hodnot ve dvou maticích.
Při tak nízkých počátečních koncentracích, jaké byly použity, nebylo ani zdaleka 
dosaženo plného pokrytí adsorbentu. Proto není možné se spolehnout na hodnotu konstanty 
Q, která vyjadřuje obsah fluoresceinu na zcela zaplněném aktivním uhlí. Zjištěné rovnice jsou 
vždy uvedeny pod grafem, včetně parametru shodnosti experimentálních dat a modelu.
Obr.
3.1.8 Izoterma
dle Freundlicha: mq=k⋅ceq
1
n =0,0429⋅ceq
1
1,2837 (SUMXMY2=3,24)
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dle Langmuira: mq=
b⋅Q⋅ceq
1c
eq
⋅b
=
0,0016⋅8,9999⋅ceq
1c
eq
⋅0,0016
(SUMXMY2=3,67)
Obr.
3.1.9 Izoterma
dle Freundlicha: mq=k⋅ceq
1
n =0,1329⋅ceq
1
1,2138 (SUMXMY2=1,02)
dle Langmuira: mq=
b⋅Q⋅ceq
1c
eq
⋅b
=
0,0082⋅9,7916⋅ceq
1c
eq
⋅0,0082
(SUMXMY2=1,35)
3.1.4 Desorpce
Při zkouškách nejefektivnějšího desorpčního roztoku se vycházelo z práce[michalova 
diplomka]. Jako nejlepší byla vyhodnocena směs vody, ethanolu a hydroxidu sodného. 
Provedené experimenty měly za úkol zjistit, jaká směs těchto tří látek bude desorbovat co 
možná nejvíce fluoresceinu z aktivního uhlí. Byly provedeny dvě řady experimentů: 10%, 
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35%, 60%, 96% EtOH s přídavkem 0,4g/l a 4g/l NaOH a 40%, 96% s přídavkem 0,1ml 1M 
roztoku na pH = 12. Experimenty se prováděly vsádkovým způsobem. Adsorpce probíhala 
v kádince na magnetickém míchadle po 2 hodiny. Poté byla změřena fluorescence a bylo 
vypočítáno množství adsorbovaného fluoresceinu. Pak se uhlí zfiltrovalo na analytické 
nálevce, několikrát propláchlo minimálně 200ml destilované vody. Po převedení aktivního 
uhlí do kádinky bylo přidáno 50ml desorpčního roztoku a roztok se 10 minut intenzivně 
míchal. Desorpce probíhá mnohokrát rychleji než adsorpce, proto nebylo možné změřit 
dostatečně přesně kinetiku desorpce. Po dokončení desorpce se odebral vzorek na měření 
fluorescence, který byl před samotným měřením zfiltrován přes teflonový mikrofiltr 
s velikostí ok 450nm. V tabulkách jsou uvedeny výsledky včetně tzv. míry návratnosti. Míra 
návratnosti je zde definována jako poměr desorbovaného a adsorbovaného množství 
fluoresceinu z / na aktivním uhlí.
%EtOH je obsah ethanolu v desorpčním roztoku, %r je míra návratnosti v procentech, 0,4g/L, 4g/L jsou 
hmotnosti NaOH v roztoku, pH12 znamená roztok EtOH ztitrovaný odměrným roztokem 1M NaOH
0,4g/L      
%EtO
H
10 35 60 75 96
%r 4,3543,3131,4425,639,82
4g/L      
%EtOH10 35 60 75 96
%r 4,7238,0432,5430,616,8
4
pH12   
%EtO
H
40 96
%r 33,1016,57
Z uvedených tabulek je patrné, že míra návratnosti fluoresceinu nepřekoná 1/3. Pro 
další experimenty proto bude používán roztok s 40%EtOH s 0,1ml 1M NaOH.
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3.1.5 Využití filtru s aktivním uhlím
Uhlíkový filtr pro odsavač par je síť z polymerního vlákna na který je nanesena směs 
lepidla a aktivního uhlí.
Byla změřena adsorpce a desorpce pro čtyři různé počáteční koncentrace 200-800ppb. 
Absorpce byla prováděna vsádkovým způsobem: do 50ml roztoku fluoresceinu o známé 
koncentraci byl vložen uhlíkový filtr o známé hmotnosti. Po 120 minut probíhala adsorpce v 
chladničce při 8°C a v temnu. Byla změřena fluorescence roztoku před a po adsorpci a z 
rozdílu vypočteno množství fluoresceinu nasorbovaného na uhlíkovém filtru. Po vypláchnutí 
uhlíkového filtru destilovanou vodou byl filtr vložen do kádinky s deseti mililitry desorpčního 
roztoku. Po deseti minutách míchání byl roztok přefiltrován a změřena jeho fluorescence. 
Jako desorpční roztok byla použita směs 75% etanolu v destilované vodě s přídavkem 4g 
hydroxidu sodného na litr. Z naměřených dat vyšla následující tabulka a z ní zkonstruovaná 
izoterma. Proložení dat modelovými křivkami bylo provedeno pomocí Řešitele programu MS 
Excel.
c0 … koncentrace fluoresceinu na počátku adsorpce
c(eq) …  koncentrace fluoresceinu na konci adsorpce
m(filtr) … hmotnost uhlíkového filtru
nasor.mn. … počet mikrogramu fluoresceinu nasorbovaného na miligram uhlíkového filtru
I II III IV
c0[ug/l] 200 400 600 800
c(eq)[ug/l] 28,88 169,44 341,28 407,24
m(filtr)[mg] 60,60 34,00 34,70 41,50
nasor.mn[ug/mg] 0,14 0,34 0,37 0,47
42
Obr.
3.1.10 Izoterma pro uhlíkový filtr
dle Freundlicha: mq=k⋅ceq
1
n =0,0381⋅ceq
1
2,4395 (SUMXMY2=3,361.10-3)
dle Langmuira: mq=
b⋅Q⋅ceq
1c
eq
⋅b
=
0,0115⋅0,5217⋅ceq
1c
eq
⋅0,0115
(SUMXMY2=3,877.10-3)
Z naměřených dat plyne, že sytná kapacita filtru oproti drcenému aktivnímu uhlí je 
zanedbatelná. Přesto má uhlíkový filtr potenciál k použití pro prekoncentraci in-situ pro 
kolorační zkoušky z důvodů: 
− Snadná dostupnost: podobné uhlíkové filtry do odsavačů par jsou k dispozici ve většině 
obchodů s běžnými potřebami pro domácnost.
− Snadná manipulace: není zapotřebí konstrukce kapes, které se můžou protrhnout a může 
se z nich uhlí vyplavovat. Filtr stačí pouze zajistit proti odnesení proudem v toku.
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3.1.6 Určení nejnižší koncentrace fluoresceinu v toku
Nejnižší koncentrace s dostatečným odstupem signálu od šumu stroje byla určen jako 0,04 
Ar.U. Z kalibrace na desorpční roztok „Deso.R.40“ vychází že 0,04Ar.U = 11,44ppb. Pokud 
použijeme 50ml desorpčního roztoku, tak musíme z uhlí desorbovat do roztoku  0,57 μg 
fluoresceinu. Vycházeje z měření %r, můžeme říci, že na aktivní uhlí se musí zachytit aspoň 
1,7ug fluoresceinu ve fázi prekoncentrace.  Z průběhu adsorpční izotermy a ze známé 
hmotnosti fluoresceinu adsorbovaného na uhlí je možné vypočítat koncentraci fluoresceinu v 
toku:
ce=
100
r
⋅cdes⋅V des
muhlí⋅Q⋅b−
100
r
⋅cdes⋅V des⋅b
, kde:
ce … koncentrace fluoresceinu v desorpčním roztoku[ppb]
Vdes ... objem desorpčního roztoku [ml]
mdes ... hmotnost fluoresceinu v desorpčním roztoku[ug]
mads ... hmotnost fluoresceinu na uhlí před desorpcí[ug]
r … míra návratnosti (mdes/mads .100%)
Q … hmotnost fluoresceinu na nasyceném uhlí [ug/mg]
b .. konstanta
tedy pro výše zadané konstanty a 1g uhlí zrnitosti 0,25-0,4mm je nutný průtok vody s 
koncentrací 0,12 ppb po dobu delší než cca půl hodiny. Se zvyšujícím se množstvím uhlí 
klesá LOD lineárně.
3.1.7 Polní zkouška prekoncentračních pastí
Pro polní zkoušku bylo vybráno aktivní uhlí 0,25-0,4mm a uhlíkový filtr. Z výsledků 
předchozích měření můžeme konstatovat, že kolem pastí musí procházet dostatečně 
koncentrovaný fluorescein po dobu aspoň 25 minut, během kterých se bude ustavovat 
rovnováha mezi uhlím a okolním prostředím. Se zřetelem k termodynamice procesu adsorpce 
se dá tvrdit, že adsorpce bude probíhat převážně v době, kdy se bude v okolí pasti zvyšovat 
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koncentrace fluoresceinu, tj. na vzestupné části průnikové křivky. Test je uspořádán tak, že se 
použijí 2 sady prekoncentračních pastí. Jedna sada se umístí do modelového toku tak, aby 
bylo vyloučena její kontaminace testovacím roztokem fluoresceinu. Druhá sada pastí se 
umístí cca 1000 m níž po proudu. V každé sadě jsou dvě pasti ze zváženého uhlíkového filtru 
a dvě pasti ze zváženého aktivního uhlí v punčoše. Byl také odebrán vzorek vody během 
průtoku hlavní vlny fluoresceinu. Jako testovací se použije roztok 50 g uraninu (sodné soli 
fluoresceinu) v 0,5 l 40% ethanolu, kvůli lepší rozpustnosti. Po čtyřech hodinách trvající 
expozici se pasti opět odeberou a odděleně v temnu a chladu se odnesou do laboratoře k 
desorpci. Desorpce probíhá v co nejmenším množství desorpčního roztoku Deso.R.40. 
Množství Deso.R.40 je uvedeno níže u každé pasti zvlášť. V následující tabulce jsou shrnuty 
výsledky. 
Vysvětlivky: v prvním řádku jsou identifikátory vzorků. I, II jsou filtry s fluoresceinem, III a 
IV jsou filtry před injektáží (blank), vzorek je odebraná voda přímo z toku; s předponou K 
jsou označeny klasické pasti-uhlí v punčoše. m [mg] označuje hmotnost filtru/uhlí; s je signál 
z přenosného fluorimetru [mV]; c[ppb] je koncentrace vycházející ze signálu a kalibrační 
křivky pro Deso.R.40; mq je množství fluoresceinu zachyceného na filtru/uhlí. Objem 
desorpčního roztoku je 30 ml u filtrů(vzorku I-IV) a 15 ml u uhlí(KI-KIV), to kvůli velikosti, 
tak aby byly pasti úplně ponořené v desorpčním roztoku
I II III IV KI KII KIII KIV vzorek
m[mg] 1042 1080 1111,4 1121 764 750,4 770,7 755,8 n/a
s 0,34 0,41 0,04 0,03 0,07 0,06 0,02 0,00 0,37
c[ppb] 122,62 146,28 15,09 11,33 26,29 22,57 7,57 0,00 132,83
mq[ug/mg] 0,0117 0,0135 0,0013 0,0010 0,0017 0,0015 0,0005 0,0000 n/a
3.2 Kapilárové záznamové zařízení
Pro získání informací o profilu a tvaru protékaných prostor je potřeba během 
trasovacího experimentu provést semikvantitativní nebo kvantitativní stanovení. Pro to je 
potřeba zjistit profil koncentrace během času na jednom místě toku. Bruthans et al.[8] běžně 
45
používají elektronický karusel, řízený počítačem, který odebírá v přednastavených časových 
intervalech vzorku vody do připravených odběrných lahví. Zařízení se skládá z odběrového 
čerpadla s hadicí, karuselu s kontrolními obvody, odběrových lahví. Celé zařízení napájí 
autobaterie. (obrázek viz přílohu 2) Zařízení je schopné odebírat vzorky podle programu. 
Mezi jeho nevýhody patří rozměry, hmotnost a časová náročnost instalace v terénu. Díky 
těmto nevýhodám byla velká motivace pro nové přístupy ke sledování koncentračního profilu 
při koloračních zkouškách.
Automatický kapilární záznamník (AKZ) pracuje na principu plnění kapiláry vodou z 
toku pomocí hydrostatického tlaku. Nápad spočívá v tom, že se pod hladinu sledovaného toku 
ponoří kapilára, do které díky přetlaku pod hladinou natéká voda z toku. Délkou kapiláry a 
hloubkou ponoru je možné kontrolovat rychlost natékání. Po expozici je tedy kapilára plná 
vody z toku, je v ní zaznamenaný koncentrační profil sledované trasovací látky. Po expozici 
se AKZ v laboratoři analyzuje vhodnou metodou, v případě fluoresceinu laserově 
indukovanou fluorometrií v konfokálním mikroskopu.
3.2.1 Instrumentace
Pro analýzu slouží fluorimetrická sestava. Skládá se z programovatelné lineární 
pumpy, konfokálního mikroskopu, Solid-State-Diode laseru, o vlnové délce 520nm a 
fluorimetru s fotonásobičem.
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1... Zdroj k DPSS laseru 
2... Ovládací obvody k lineární pumpě
3... Fluorimetr KRATOS Fluoromat FS 950
4... Lineární pumpa 
5... Laser
6... Fotonásobič
7... Měřící prostor s konfokálním mikroskopem (Olympus IX71)
8... PC
Spojovací kapilárou je připojena anlyzovaná kapilára k pumpě. Další spojovací kapilára vede 
k meřícímu místu a odtud pak ven z měřícího prostoru do odpadu. Měřící cela je zařízena tak, 
že na desce z PMMA je přichycena kapilára, na které je vytvořeno okénko. Na okénko je 
zaostřen objektiv mikroskopu. Signál z fluorimetru je digitalizován a vyhodnocován na PC 
pomocí 11bitového AD převodníku.
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Obr.3.2.1 Fluorometrická sestava s popisky
3.2.2 Stanovení meze detekce
Pro budoucí použití je potřeba zjistit citlivost, přesnost a limit detekce přístroje při 
různé úrovni excitačního napětí fotonásobiče. K tomu byl použito serie roztoků sodné soli 
fluoresceinu (uraninu) o různých koncentracích.
Roztoky byly připraveny ředěním odměrného roztoku připraveného rozpuštěním 
fluoresceinu (Fluka, čistota p.a.) v roztoku hydroxidu sodného. Jako prostředí pro vzorky i 
pro výtlačný roztok byl použit 0,02M roztok hydroxidu sodného. 
V první fázi byla proměřena závislost signálu od roztoku stejné koncentrace při 
různých napětích na fotonásobiči.
Použitá koncentrace je 10-9 mol/l, pro napětí 500, 600, 700, 800V. Na základě tohoto 
měření byla zkonstruována funkce popisující závislost signálu na excitačním napětí pro jednu 
danou koncentraci fluoresceinu.
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Obr3.2.2 Signál roztoků stejné koncentrace při různém napětí na fotonásobiči
, kde U(pmt) je signál odečtený z fluorimetru a U(exc) je napětí na fotonásobiči.
Nejvyšší napětí na fotonásobiči, při kterém bylo možné z přístroje dostat použitelnou 
baseline bylo určeno 800V. Při tomto napětí bylo možné detekovat vzorek fluoresceinu o 
koncentraci 10-12 mol/l. Pro zajímavost, při vnitřním průměru kapiláry 100 um a průměru 
paprsku laseru cca 300um, vychází, že byl detekován signál od méně než 1500 molekul 
fluoresceinu. 
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Obr.3.2.3 Vztah mezi signálem a napětím na fotonásobiči pro stejnou koncentraci
Na záznamu pro koncentraci 10-12 mol/l je již významně vidět šum od vyhodnocovací 
elektroniky, potlačení šumu muselo být výrazně zesíleno, následkem čehož je fotonásobič 
blízko stavu, kdy dává nebezpečně vysoký proud, čímž je blízko spuštění nouzového 
protipřetěžovacího odpojení.
Pro upřesnění měření byla také proměřena intenzita laseru během času. Excitační 
napětí bylo 600V. Proti napětí 350V používaného při detekci fluoresceinu o koncentraci cca 
10-6 až 10-7 mol/L je proto signál desetinásobný Jak je vidět z následujícího obrázku, laser se 
po spuštění musí asi 2 minuty stabilizovat, poté je jeho výkon stabilní. Na obrázku je vidět 
nedokonale odrušené tlumené kmitání.
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Obr.3.2.4 Detekce koncentrace 10-12 mol/L
3.2.3 Konstrukce automatického kapilárového záznamníku
Princip AKZ spočívá v tom, že na jeden konec kapiláry působí menší tlak, než na 
druhý. Následkem toho se začne kapilára plnit vodou. Úkolem tedy bylo vytvořit kompaktní 
obal na dostatečně dlouhou kapiláru a zajistit přivedení atmosferického tlaku na její jeden 
konec. Druhý konec je sací a je vyveden do toku. Na hloubce umístění sací kapiláry záleží 
přetlak a z toho plynoucí rychlost odběru. Jako ideální tvar byl vybrán kruh, tak, aby byl 
dobře přenositelný, ale aby se kapilára chovala jako rovná trubka – poloměr kruhu je o mnoho 
větší než průměr kapiláry. 
Hlavním hlediskem při vývoji byla jednoduchost instalace. Bylo zvoleno takové 
řešení, kdy celá kapilára je namotaná na cívce z pěnového PP a atmosférický tlak je 
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Obr.3.2.5
konzervován v podtlakové nádobce (vialka 5ml). Změna objemu je během expozice nepatrná 
v důsledku natékání vody z kapiláry, proto můžeme považovat podtlak za konstantní. Cívka 
spolu s balastem je zavěšena do určité výšky pod plovák. Celý systém je potom ponořen do 
vody, kde je upevněn a hloubka, ve které je ponořen vlastně kontroluje rychlost natékání vody 
z toku do kapiláry (viz příloha 1).
1: podtlaková nádobka
2: sací kapilára
3: V obvodu skrytá namotaná kapilára.
3.2.4 Laboratorní zkoušky AKZ
Před polní zkouškou AKZ musely být vyřešeny některé problémy: Rychlost plnění. 
Jestli se vytvoří tok, a jestli bude dostatečně stabilní. Adsorpce, fotolýza nebo jiné ztráty 
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Obr.3.2.6 Automatický kapilárový záznamník
fluoresceinu během natékání.
3.2.4.1 Rychlost odběru
Rychlost natékání do kapiláry je řízena Hagen-Poiseuillovou rovnicí.
Experiment byl prováděn tak, že do záznamové kapiláry byl zaveden puls fluoresceinu 
o koncentraci 1 mikromol na litr. Poté bylo zařízení ponořeno do nádoby s fluoresceinem ve 
vodovodní vodě o koncentraci cca 0,5 mikromolu na litr. Během čtyř dní byla nádoba s AKZ 
a roztokem v chladničce při teplotě 6°C, tak aby byly pokud možno co nejvěrněji simulované 
podmínky v krasovém toku. Poté byla exponovaná kapilára připojena k pumpě a její obsah 
protlačen přes detekční celu fluorimetrické sestavy. Ze znalosti délky kapiláry, hloubky 
ponoru, rychlosti protlačení a teploty během expozice je možné spočítat a porovnat rychlost 
natékání z experimentu a spočítané Hagen-Poiseuille rovnicí.
v˙= r
2⋅ΔP
8⋅η⋅L Rov. 3.1  Hagen-Poiseuilleova rovnice
Podmínky: koncentrace fluoresceinu: 10-6 mol/l; doba expozice: 72hod; rychlost protlačování: 
1 cm/s
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První pík jsou nečistoty. Druhý pík je fluoresceinový pulz. Je vidět rozmytí původně ostrého 
pulzu do tvaru Gaussovy křivky díky podélné disperzi. Třetí pík je fluorescein, nateklý do 
kapiláry během experimentu. Doba ponoření byla 4 dny.  Změřená data dokazují,že byla 
dokázána životaschopnost principu, na který pro funkci našeho zařízení spoléháme. 
3.2.4.2 Ztráty fluoresceinu
Další problém je v ubývání fluoresceinu během expozice a analýzy. Toto je způsobeno 
jednak adsorpcí na vnitřní stěny kapiláry, fotolýzou a hydrolýzou a fotolýzou během exitace 
laserem. Byly provedeny dva experimenty. První měl zjistit stupeň fotolýzy po první excitaci 
laserem. Uspořádání bylo takové, že pulz fluoresceinu o koncentraci jednoho mikromolu na 
litr byl protlačen přes měřící okénko do prodloužené odpadní kapiláry. Poté byla pumpa 
přepnuta na odpadní kapiláru a pulz byl protlačen zpět, znovu přes měřící okénko. Po měření 
byla kapilára vypláchnuta 0,1M NaOH v 40% ethanolu. Měření bylo provedeno dvakrát pro 
zabránění hrubým systematickým chybám.
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Obr.3.2.7
V obrázku 3.2.8 lze vidět výsledek měření. Píky v levé části jsou z prvního měření 
pulzu, pík v pravé jsou znovu změřený tentýž pulz. V tabulce pod záznamem je srovnání 
výšky píků pro obě měření.
s(před) je výška píku z prvního měření, s(po) je výška píku z druhého měření, % je rozdíl 
vyjádřený relativně.
s(před) s(po) rozdíl %
7,8 6,2 1,6 20,51
8,6 6,6 2 23,26
 Další experiment má ilustrovat co se stane s pulzem fluoresceinu po protažení přes 
dlouhou kapiláru. Mezi pumpu a měřící okénko byla vložena kapilára s pulzem fluoresceinu o 
známe koncentraci. Za měřící okénko byla zařazena dlouhá kapilára. Pulz fluoresceinu byl 
změřen a zavezen do dlouhé kapiláry. Dlouhá kapilára pak byla přesunuta mezi pumpu a 
měřící okénko. Puls fluoresceinu byl protlačen přes dlouhou kapiláru a znovu změřen. Po 
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Obr.3.2.8
změření bylo provedeno srovnání plochy obou píků. Byly provedeny dva experimenty, jeden 
pro koncentrovanější, mikromolární, roztok fluoresceinu, druhý pro zředěnější, nanomolární, 
roztok. Pro mikromolární roztok stačí fotonásobič nastavit na 350V; pro nanomolární musí 
být již 600V. Z toho plyne i větší šum měření.
Na ose x jsou minuty, na ose y volty. První pík značí originální měření pulzu, 
následuje uměle přidaný spike naznačující přesun dlouhé kapiláry mezi pumpu a okénko, 
poslední pík je původní pulz, znovu změřený. Pod obrázky jsou tabulky porovnávající plochy 
píků, s ohledem na 20%ní fotobleaching po excitaci laserem.
Mikromolární:
výška[V] Šířka v ½ výšky[min] Plocha
5,96 0,4 2,384
1,26 0,9 1,134
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Obr.3.2.9
Rozdíl činí 60%. 
Nanomolární:
výška[V] Šířka v ½ výšky[min] Plocha
0,53 0,74 0,3922
0,2 1,1 0,22
Rozdíl činí 40%.
Úbytek fluoresceinu je během posunu v kapiláře měřitelný. Ne ovšem tak, aby byl výsledek 
nepoužitelný. Tento úbytek byl interpretován jako ireverzibilní adsorpce na vnitřní stěny 
kapiláry. Ireverzibilní proto, že při následném propláchnutí kapiláry desorpčním roztokem 
nebyl změřen odpovídající pík. Experiment byl prováděn za laboratorní teploty, prot se dá 
předpokládat, že v terénu, kde má krasová voda teplotu okolo 8°C bude adsorpce na vnitřní 
stěny daleko menší.
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Obr.3.2.10
3.2.5 Polní zkouška AKZ
Polní zkouška byla plánována tak, aby bylo možné srovnání s již vyzkoušenou 
metodou. Z toho důvodu jsme spolupracovali sÚstavem geologických věd MU Brno a se 
Správou jeskyní ČR, kteří prováděli barvení systému přítoků Punkvy. Obrázky kapilárového 
záznamníku a elektronického odběrového zařízeni viz přílohy.
Injektáž byla provedena do toho času suchého propadání u Suchdola (Ovčárna)  v 
sobotu 3.5.2008 v 17 hod a zaplaveno 50 m3 vody z hasičských cisteren. AKZ a automatické 
elektronické odběrové zařízení byla umístěna 9.5.2008 ten den v 11hod do Masarykova dómu 
Punkevní jeskyně. Podle plánu byl AKZ odebrán další pátek v 11 hod. Díky nízkému průtoku 
se odhaduje průchod fluoresceinu až po čtrnácti dnech. Z toho plyne, že nebylo možné z 
časových důvodů zaznamenat průběh průnikové křivky a srovnat ji s měřením z 
elektronického záznamníku. Dosažené výsledky ovšem můžou pomoci potvrdit původní 
odhady a výpočty týkající se rychlosti naplňování kapiláry. 
Nepodařilo se jednu kapiláru spustit, proto zde bude zobrazený jen výsledek z úspěšně 
naplněné kapiláry. 
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Na obrázku 3.2.11 je záznam z fluorimetru pro polní pokus. Základní linie na začátku ilustruje 
nenaplněnou část kapiláry. První pík je počáteční fluoresceinový puls. Druhý pík je konečný 
fluoresceinový puls. Mezi těmito dvěma pulsy se nachází voda naplněná z toku. 
Délka záznamu: 1428 s
Rychlost posunu: 1 cm/s
Délka expozice: 6 dní
Reálná rychlost plnění: 2,75.10-5 m/s
Pro porovnávací výpočet pomocí Hagen-Poiseuille rovnice jsou potřeba další proměnné:
Hloubka ponoru: 25 cm
Teplota vody: 8°C
Délka kapiláry: 25 m
Vnitřní průměr kapiláry: 0,1 mm
Rovnice: v˙= r
2⋅ΔP
8⋅η⋅L , kde ΔP=h⋅ρ⋅g tedy:
v˙= r
2⋅h⋅ρ⋅g
8⋅η⋅L 
=
 0,5
100
⋅ 25
100
⋅998⋅9,81
8⋅1,38⋅25
=2,25⋅10−5 m⋅s−1
Jak je vidět teoretická a změřená hodnota se od sebe liší o 18%, můžeme proto předpokládat, 
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Obr.3.2.11
že obecná Hagen-Poiseuille rovnice v našem speciálním případě platí.
4. Závěr
4.1 Prekoncentrace aktivním uhlím
Byla proměřena adsorpce fluoresceinu z vody na aktivní uhlí pro účely koloračních 
hydrologických experimentů. Byla proměřena také desorpce fluoresceinu z uhlí pomocí 
různých desorpčních činidel. Ukázalo se, že i s nejsilnějším desorpčním činidlem, které bylo 
0,1 molární NaOH v 40% ethanolu, bylo dosaženo cca třetinové návratnosti. Měření bylo 
prováděno s drceným granulovaným aktivním uhlí a uhlíkovým pachovým filtrem pro 
digestoře. Při polním srovnání podobného množství aktivního uhlí a uhlíkového filtru bylo 
zjištěno, že schopnost adsorpce a desorpce je na uhlíkovém filtru daleko lepší než za použití 
menšího množství aktivního granulovaného uhlí. Toto je díky tomu, že tvar matrice 
uhlíkového filtru dovoluje daleko intenzivnější promývání tokem, než menší množství uhlí v 
sáčku, který musí mít menší póry než je granularita uhlí. Tudíž je přístup vody k uhlí zhoršen 
nutností procházet přes tkaninu sáčku. Další výhodou uhlíkového filtru je to, že není potřeba 
žádných konstrukčně složitých pastí na uhlí; stačí oddělit kus filtru, který se pak jednoduše 
umístí do toku, bez nutnosti speciálně konstruovaných patron.
4.2 Automatický kapilární záznamník
Z výše uvedených naměřených skutečností vyplývá, že je možné, aby dlouhá kapilára 
s podtlakovou nádobkou na konci byla schopná nasávat vodu z toku konstantní rychlostí 
během doby několika dní. Je možné říct, že princip použití je správný. I přes to, je nutné 
zdůraznit, že uvedené poznatky pouze ukazují možnost použití takto koncipovaného zařízení 
pro záznam průnikových křivek, nebo obecně pro záznam koncentračního profilu analytu v 
toku během určité doby. Možnosti využití v environmentální analýze jsou poměrně široké. 
Díky tomu, že se do kapiláry odebírají kontinuálně vzorky vody, je možné potom v laboratoři 
použít jakoukoliv metodu, pro kterou bude stačit objem vzorku na stanovení obsahu polutantů 
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a jiných složek. Výše byla dokázána životaschopnost tohoto principu, ale je třeba vyřešit ještě 
některé technické podrobnosti. Přesný čas expozice je vyřešený začátečním a konečným 
pulzem fluoresceinu. Počáteční pulz by měl také zasytit vnitřní povrch kapiláry a tak omezit 
další adsorpci fluoresceinu.  Mezi hlavní problémy patří inspekce proudění v kapiláře. Pokud 
bude dalšímu vývoji věnováno úsilí, je tu možnost nového druhu pasivního vzorkování pro 
použití v analýze přírodních povrchových i podzemních vod.
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